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 4 
RIASSUNTO	  
I	  pazienti	  affetti	  da	  sindrome	  delle	  apnee	  ostruttive	  del	  sonno	  (OSAS),	  condizione	  con	  elevata	  comorbidità	  
con	   l’ipertensione	  arteriosa	  e	   l’obesità,	  presentano	   invecchiamento	  vascolare	  e	  danno	   renale	  precoci.	   Lo	  
scopo	  di	  questa	  tesi	  è	  stato	  quello	  di	  valutare	  se	   la	  disfunzione	  vascolare,	  presente	  nei	  pazienti	  affetti	  da	  
apnee	  ostruttive	  del	  sonno	  rappresenti	  un	  fattore	  di	  rischio	  cardiovascolare.	  	  
Sono	  stati	  arruolati	  40	  pazienti	  con	  apnee	  ostruttive	  del	  sonno	  moderata-­‐severa	   (20	  con	  fattori	  di	   rischio	  
cardiovascolari	   e	   	   20	   senza)	   e	   confrontati	   con	   20	   controlli	   sani.	   Sono	   state	   misurate	   la	   capacità	  
vasodilatatoria	   renale,	   la	  vasodilatazione	  endotelio-­‐dipendente	  dell’arteria	  brachiale,	   la	  velocità	  dell’onda	  
sfigmica	   carotido-­‐femorale,	   la	   rigidità	   carotidea	   e	   sono	   stati	   valutati	   i	   marker	   dello	   stress	   ossidativo	   ed	  
endoteliale.	  	  
I	  pazienti	  con	  apnee	  ostruttive	  del	  sonno	  senza	  fattori	  di	  rischio	  cardiovascolare,	  rispetto	  ai	  controlli	  sani,	  
presentavano	  una	  ridotta	  vasodilatazione	  endotelio-­‐dipentente	  (3.7±2.1	  vs	  6.1±3.0%,	  p<0.05),	  elevati	  livelli	  
plasmatici	  di	  E-­‐selectina	  (49.8±11.5	  vs	  38.9±17.9	  ng/ml,	  p<0.05)	  ed	  alterata	  capacità	  vasodilatatoria	  renale	  
(6.0±4.3	   vs	   10.4±6.1%,	   p<0.05).	   L’espressione	   della	   eNOS	   era	   ridotta,	   mentre	   i	   marker	   dello	   stress	  
ossidativo	  e	  le	  molecole	  di	  adesione	  leucocitaria	  erano	  simili	  ai	  controlli	  sani.	  I	  pazienti	  con	  OSAS	  e	  fattori	  di	  
rischio	  cardiovascolare	  mostravano	  anche	  un	  incremento	  della	  rigidità	  aortica	  e	  carotidea,	  dell’indice	  delle	  
resistenze	  renali	  e	  dello	  spessore	  intima-­‐media,	  e	  ridotti	  marker	  cellulari	  dei	  progenitori	  endoteliali.	  
In	   conclusione,	   l’OSAS	   è	   caratterizzata	   da	   disfunzione	   e	   attivazione	   endoteliale	   ed	   alterata	   capacità	  
vasodilatatoria	   renale	   anche	   in	   assenza	   di	   fattori	   di	   rischio	   cardiovascolare,	   probabilmente	   dovuta	   alla	  
ridotta	  espressione	  della	  eNOS.	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CAPITOLO	  1:	  INTRODUZIONE	  
Sindrome	  delle	  apnee	  ostruttive	  del	  sonno	  
1.1	  Definizione	  
L’apnea	   durante	   il	   sonno	   è	   definita	   come	   la	   cessazione	   intermittente	   dell’afflusso	   di	   aria	   al	   naso	   e	   alla	  
bocca,	   mentre	   il	   soggetto	   sta	   dormendo	   della	   durata	   di	   almeno	   10	   secondi.	   L’ipopnea,	   viene	   invece	  
caratterizzata	  da	  una	  riduzione	  del	  flusso	  d’aria	  del	  30-­‐50%	  per	  almeno	  10	  secondi,	  tale	  da	  determinare	  una	  
desaturazione	  arteriosa	  di	  ossigeno	  del	  2-­‐4%	  [1].	  	  
La	  sindrome	  delle	  apnee	  ostruttive	  durante	  il	  sonno	  (OSAS)	  si	  riferisce	  ai	  disturbi	  clinici	  che	  derivano	  dalle	  
ricorrenti	  apnee	  durante	  il	  sonno.	  Questa	  sindrome	  rappresenta	  una	  delle	  cause	  più	  importanti	  di	  eccessiva	  
sonnolenza	  diurna	  e	  contribuisce	  all’insorgere	  di	  gravi	  alterazioni	  cardiovascolari	  [2].	  
Le	   apnee	   durante	   il	   sonno	   sono	   divise	   in	   due	   tipi:	   centrale	   ed	   ostruttivo.	   Nell’apnea	   centrale	   l’impulso	  
neurale	   a	   tutti	   muscoli	   respiratori	   scompare	   momentaneamente,	   al	   contrario,	   nell’apnea	   ostruttiva	  
l’afflusso	  di	  aria	  cessa,	  nonostante	  la	  permanenza	  dell’impulso	  respiratorio,	  a	  causa	  dell’occlusione	  delle	  vie	  
aeree	  orofaringee	  [2].	  
.	  
1.1.2	  Fisiopatologia	  
Nell’apnea	  ostruttiva	  durante	  il	  sonno	  si	  verifica	  un’occlusione	  delle	  vie	  aeree	  superiori	  durante	  il	  sonno	  a	  
livello	  dell’orofaringe.	  L’apnea	  che	  ne	  consegue	  conduce	  ad	  un’asfissia	  progressiva	  fino	  	  a	  un	  breve	  risveglio	  
dal	  sonno	  durante	  il	  quale	  l’apertura	  delle	  vie	  aeree	  viene	  ripristinata	  e	  l’afflusso	  d’aria	  riprende.	  Il	  paziente	  
quindi	  si	  riaddormenta	  e	  la	  sequenza	  degli	  eventi	  si	  ripete	  determinando	  così	  una	  marcata	  frammentazione	  
del	  sonno.	  Il	  fattore	  immediato	  che	  conduce	  al	  collasso	  delle	  vie	  aeree	  superiori	  nell’OSAS	  è	  la	  generazione	  
di	   una	   pressione	   sub-­‐atmosferica	   critica	   durante	   l’inspirazione,	   tale	   da	   superare	   la	   capacità	   dei	   muscoli	  
dilatatore	  e	  abduttore	  delle	  vie	  aeree	  di	  conservare	  la	  stabilità	  [3].	  
	  
Il	   sonno	   riveste	   un	   ruolo	   permissivo,	   ma	   cruciale,	   nel	   ridurre	   l’attività	   dei	   muscoli	   e	   la	   loro	   risposta	  
protettiva	   riflessa	   a	   pressioni	   nelle	   vie	   aeree	   inferiori	   alla	   pressione	   atmosferica.	   L’alcool	   costituisce	   un	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cofattore	  	  per	  la	  sua	  influenza	  depressiva	  sul	  tono	  di	  questi	  muscoli.	  Inoltre	  nella	  maggior	  parte	  dei	  pazienti,	  
le	  vie	  aeree	  presentano	  anche	  alterazioni	  strutturali,	  come	  lieve	  riduzione	  delle	  dimensioni	  delle	  vie	  aeree	  
apprezzata	   clinicamente	   come	   ”affollamento	   faringeo”,	   o	   in	   una	   minoranza	   di	   casi	   l’ipertrofia	  
adenotonsillare,	  la	  retrognazia	  e	  la	  macroglossia,	  e	  sono	  quindi	  predisposti	  all’occlusione.	  Spesso	  l’obesità	  
contribuisce	   alla	   riduzione	   delle	   dimensioni	   delle	   vie	   aeree,	   sia	   a	   causa	   della	   deposizione	   di	   grasso	   nei	  
tessuti	  molli	   della	   faringe,	   sia	   per	   la	   compressione	   della	   faringe	   da	   parte	   delle	  masse	   di	   tessuto	   adiposo	  
localizzate	  nel	  collo	  [3].	  
	  
1.1.3	  Caratteristiche	  cliniche	  e	  diagnosi	  
Il	   restringimento	  delle	  vie	  aeree	  superiori	  durante	   il	  sonno,	  porta	   inevitabilmente	  a	  russare.	   In	  assenza	  di	  
altri	  sintomi	  il	  semplice	  russamento	  non	  richiede	  l’esecuzione	  di	  test	  diagnostici	  per	  l’apnea	  ostruttiva,	  ma	  
la	  prescrizione	  di	  norme	  igienico-­‐dietetiche	  come	  calo	  ponderale	  e	  riduzione	  del	  consumo	  di	  alcool	  [4].	  
Le	   manifestazioni	   più	   comuni,	   che	   caratterizzano	   gli	   episodi	   ricorrenti	   di	   asfissia	   notturna	   e	   di	   risveglio	  
dell’OSAS,	  sono	  i	  disturbi	  cognitivi	  e	  comportamentali	  che	  si	  pensa	  traggano	  origine	  dalla	  frammentazione	  
del	  sonno	  e	  dalla	  perdita	  del	  sonno	  profondo	  dovuta	  	  ai	  continui	  risvegli	  e	  all’ipossia	  cerebrale	  notturna.	  Le	  
principali	  manifestazioni	   acute	  dell’OSAS	   sono	   rappresentate	  da:	   russamento,	   ripetuti	   episodi	  di	   apnee	  o	  
ipopnee	  nel	  sonno,	  sonno	  frammentato	  a	  causa	  dei	  microrisvegli	  causati	  dalle	  apnee,	  cadute	  del	  contenuto	  
in	   ossigeno	   del	   sangue	   arterioso	   in	   relazione	   agli	   episodi	   di	   apnea,	   aumento	   dei	   valori	   della	   pressione	  
arteriosa	   generale	   e	   polmonare.	  Altri	   sintomi	   che	   si	   presentano	  durante	   il	   sonno	   sono	   l’irrequietezza	   e	   i	  
movimenti	   involontari,	   sudorazione	   eccessiva,	   risvegli	   con	   la	   sensazione	   di	   soffocamento	   o	   di	   dispnea,	  
reflusso	   esofageo	   con	   conseguente	   pirosi	   e	   laringospasmo,	   nicturia	   frequente,	   secchezza	   delle	   fauci	   e	  	  
raramente,	  enuresi.	  Al	  risveglio	   il	  paziente	  non	  si	  sente	  riposato	  e	  spesso	  ha	  difficoltà	  ad	  alzarsi	  dal	   letto,	  
alcuni	  pazienti	  riferiscono	  di	  sentirsi	  intontiti,	  confusi	  o	  disorientati	  (Tabella	  1)	  [5].	  
Le	   principali	   conseguenze	   croniche	   della	   frammentazione	   del	   sonno	   dovuta	   alle	   apnee-­‐ipopnee	   sono:	  
ipertensione	  arteriosa	  con	  aumentato	  delle	  malattie	  cardio	  e	  cerebrovascolari	  e	  della	  mortalità	  dovuta	  ad	  	  
eccessiva	   sonnolenza	   durante	   il	   giorno	   con	   aumentato	   rischio	   di	   incidenti	   automobilistici	   o	   sul	   lavoro,	  
perdita	  di	  memoria,	  attenzione	  e	  di	  capacità	  di	  concentrarsi	  e	  variazioni	  dell’umore	  [3].	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La	  diagnosi	  di	  OSAS	  presuppone	  la	  presenza	  di	  almeno	  5	  episodi	  di	  apnea	  o	  di	  ipopnea	  o	  di	  entrambe	  per	  
ora	   di	   sonno.	   Il	   numero	   totale	   di	   episodi	   di	   apnea/ipopnea	   per	   ora	   di	   sonno	   viene	   definito	   “indice	   di	  
apnea/ipopnea”,	   un	   indice	   pari	   o	   superiore	   a	   5	   è	   sufficiente	   per	   porre	   diagnosi	   di	   OSAS	   (Tabella	   2)	   [6].	  
Laddove	  si	  sospetti	  un’OSAS,	  deve	  essere	  eseguito	  un	  questionario	  di	  screening,	  molto	  semplice	  e	  preciso,	  
(ad	  esempio	   il	   test	  di	  Epworth)	  e	  successivamente	   il	  paziente	  dovrebbe	  essere	  sottoposto	  ad	  un	   indagine	  
polisonnografica,	  presso	  un	  centro	  specializzato	  per	  lo	  studio	  dei	  disturbi	  del	  sonno	  [7].	  La	  polisonnografia	  è	  
un’indagine	   complessa	   che	  permette	  di	  monitorare	   in	   sincrono	  diversi	   parametri	   quali	   la	   respirazione,	   la	  
frequenza	  cardiaca,	   l’attività	  elettrica	   cerebrale,	   il	   flusso	  d’aria	  attraverso	   le	   vie	   respiratorie,	   i	  movimenti	  
degli	  occhi	  ecc.,	  e	  quindi	  di	  farci	  pervenire	  alla	  diagnosi. 
Poiché	  la	  polisonnografia	  è	  un	  test	  dispendioso	  che	  richiede	  lunghi	  tempi	  di	  esecuzione,	  recentemente	  si	  è	  
sviluppato	  un	  forte	   interesse	  verso	  metodiche	  di	  screening	  e	  di	  monitoraggio	  notturno	  	  a	  domicilio	  per	   la	  
valutazione	  dell’apnea	  ostruttiva	  durante	   il	  sonno,	  come	  la	  registrazione	  notturna	  della	  saturazione	  di	  O2	  
arterioso	  mediante	  saturimetro.	  Tale	  metodica	  è	  utile	  per	  confermare	  la	  diagnosi	  e	  ovviare	  alla	  necessità	  di	  
una	  completa	  valutazione	  polisonnografica	  in	  presenza	  di	  episodi	  ricorrenti	  di	  desaturazione	  (almeno	  10-­‐15	  
per	  ora),	  al	  contrario	  un	  risultato	  negativo	  non	  esclude	  la	  diagnosi	  e	  rende	  necessaria	   l’esecuzione	  di	  una	  
polisonnografia.	   Diversamente,	   quando	   la	   probabilità	   clinica	   di	   OSAS	   è	   bassa,	   l’assenza	   di	   desaturazioni	  
notturne	   può	   consentire	   di	   escludere	   questa	   diagnosi	   ed	   ovviare	   alla	   necessità	   di	   eseguire	   una	  
polisonnografia	  [8]	  [9]	  .	  
	  
Alterazioni	  vascolari	  e	  rischio	  cardiovascolare	  
2.1.1	  Funzione	  endoteliale	  	  
In	   passato	   l'endotelio	   era	   considerato	   una	   semplice	   barriera	   cellulare	   tra	   sangue	   circolante	   e	   	   parete	  
vascolare	  muscolare	  e	  si	  riteneva	  che	  esplicasse	  solo	  funzioni	  di	  trasporto,	  metaboliche	  e	  coagulative.	  Oggi	  
invece	   sappiamo	  che	   l'endotelio	   svolge	  un	   ruolo	  di	  primaria	   importanza	  non	   solo	  nella	  modulazione	   	  del	  
tono	  vascolare	  ma,	  più	   in	  generale,	   in	   tutti	   i	  processi	  che	   intervengono	  nella	  patogenesi	  della	   trombosi	  e	  
dell’aterosclerosi	  [10,	  11].	  L’azione	  vascolare	  fisiologica	  dell'endotelio	  si	  esplica	  attraverso	  la	  produzione	  di	  
varie	  sostanze	  che	  inducono	  rilasciamento	  e	  in	  misura	  minore,	  di	  fattori	  che	  causano	  vasocostrizione.	  Tra	  le	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sostanze	  vasodilatanti	  di	  origine	  endoteliale,	  la	  più	  importante	  è	  sicuramente	  un	  gas,	  il	  monossido	  d'azoto,	  
comunemente	  conosciuto	  come	  ossido	  nitrico	  (NO)	  (figura	  1).	  	  
Tale	  gas	  è	  completamente	  diverso	  da	  tutte	  le	  altre	  molecole	  che	  determinano	  un	  segnale	  intracellulare	  ed	  è	  
così	  instabile	  che	  viene	  convertito	  in	  pochi	  secondi	  nei	  suoi	  metaboliti	  stabili,	  i	  nitriti	  ed	  i	  nitrati.	  La	  ricerca	  
clinica	  ha	  rapidamente	  confermato	  che	  l’NO	  è	  una	  molecola	  fondamentale	  nel	  sistema	  cardiovascolare,	  ma	  
svolge	  anche	  altre	   importanti	   funzioni	  nel	   sistema	  nervoso	  centrale	  e	  come	  arma	  contro	   le	   infezioni.	  Per	  
questo	  motivo	  l’NO	  è	  stato	  eletto	  molecola	  dell’anno	  nel	  1992	  dalla	  rivista	  Science.	  Successivamente,	  a	  tre	  
ricercatori,	  Furchgott,	  Ignarro	  e	  Murad,	  che	  avevano	  dimostrato	  per	  primi	  gli	  effetti	  cardiovascolari	  dell’NO,	  
è	  stato	  attribuito	  il	  Premio	  Nobel	  1998	  per	  la	  medicina	  [12].	  	  
	  
	  
Figura	   1:	   Rappresentazione	   schematica	   dei	   meccanismi	   endotelio-­‐dipendenti	   responsabili	   della	  
vasodilatazione.	   Numerosi	   agonisti,	   interagendo	   con	   specifici	   recettori	   di	   membrana	   delle	   cellule	  
endoteliali,	   o	   stimoli	  meccanici	   come	   lo	   shear-­‐	   stress	   sono	   in	  grado	  di	   indurre	  vasodilatazione	  attraverso	  
meccanismi	   diversi.	   2PGI :	   prostaglandina	   2I 	   o	   prostaciclina;	   cAMP:	   adenosin	  monofosfato	   ciclico;	  NO:	  
ossido	  nitrico;	  cGMP:	  guanosin	  monofosfato	  ciclico;	  EDHF:	  endothelium	  derived	  hyperpolarizing	  factor.	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L’NO	  è	  il	  prodotto	  della	  trasformazione	  della	  L-­‐arginina	  in	  citrullina	  ad	  opera	  dell'enzima	  NO-­‐sintetasi	  (NOS)	  
[13],	  la	  cui	  attività	  viene	  stimolata	  da	  numerose	  sostanze,	  quali	  la	  bradichinina,	  l'acetilcolina,	  la	  sostanza	  P,	  
o	   da	   forze	   meccaniche,	   principalmente	   lo	   shear	   stress	   [11].	   L’NO,	   diffondendo	   rapidamente	   verso	   le	  
sottostanti	  cellule	  muscolari	   lisce,	  determina	  rilasciamento	  attraverso	  l'aumento	  intra-­‐cellulare	  di	  cGMP	  e	  
la	  conseguente	  riduzione	  del	  calcio	  intracellulare	  [11].	  Esistono	  tre	  diverse	  isoforme	  della	  NOS:	  endoteliale	  
(eNOS),	   inducibile	   (iNOS),	   e	   neuronale	   (nNOS).	   La	   eNOS	   e	   la	   nNOS	   sono	   espresse	   costitutivamente	   nelle	  
cellule	  e	  la	  loro	  attività	  è	  Ca-­‐calmodulina-­‐dipendente.	  Al	  contrario,	  la	  iNOS	  è	  	  espressa	  principalmente	  negli	  
stati	  infiammatori	  e	  la	  sua	  attività	  non	  necessita	  del	  complesso	  Ca-­‐calmodulina.	  
L’NO,	   oltre	   a	   determinare	   rilasciamento	   vascolare,	   è	   un	   potente	   antiaggregante	   piastrinico,	   un	   inibitore	  
della	  proliferazione	  e	  migrazione	  delle	  cellule	  muscolari	  lisce,	  dell’adesione	  dei	  monociti	  e	  dell’espressione	  
delle	  molecole	  di	  adesione	  e	  della	  sintesi	  di	  endotelina,	  sostanze	  e	  meccanismi	  coinvolti	  nella	  patogenesi	  
della	  trombosi	  e	  dell’aterosclerosi	  [10,	  11].	  	  
Altre	   sostanze	   vasodilatanti	   di	   origine	   endoteliale	   sono	   la	   prostaciclina,	   prodotta	   anche	   dalle	   cellule	  
muscolari	   lisce	   e	   particolarmente	   importante	   a	   livello	   renale	   [11],	   ed	   una	   sostanza	   non	   ancora	   ben	  
identificata	   che	   produce	   rilasciamento	   attraverso	   l'iperpolarizzazione,	   denominata	   EDHF	   (endothelium	  
derived	   hyperpolarizing	   factor)	   prodotta	   come	   meccanismo	   compensatorio	   in	   situazioni	   (generalmente	  
patologiche)	   caratterizzate	   da	   una	   ridotta	   biodisponibilità	   di	   NO.	   Tuttavia	   non	   è	   ancora	   noto	   se	   l’EDHF	  
abbia	  altri	  effetti	  biologici	  oltre	  a	  quello	  vasodilatante	  [11].	  
L'endotelio	  produce	  anche	  sostanze	  che	  determinano	  vasocostrizione,	  comunemente	  definite	  con	   la	  sigla	  
generica	   di	   EDCF	   (endothelium	   derived	   contracting	   factors)	   [11]	   (figura	   2),	   tra	   cui	   	   radicali	   liberi	  
dell’ossigeno,	  fattori	  derivati	  dall’attivazione	  della	  cicloossigenasi	  endoteliale,	  come	  il	  trombossano	   2A 	  	  e	  la	  
prostaglandina	   2H .	   Tali	   sostanze	   sono	   attivate	   in	   condizioni	   patologiche	   (invecchiamento,	   ipertensione,	  
diabete,	   ipercolesterolemia,	  aterosclerosi)	  dagli	   stessi	  mediatori	  che	  determinano	   la	  sintesi	  di	  NO	   	   (figura	  
2).	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Figura	  2:	  Rappresentazione	  schematica	  dei	  meccanismi	  endotelio-­‐dipendenti	  che	  inducono	  vasocostrizione.	  
Stimoli	   fisici	   e	   numerosi	   agonisti,	   attraverso	   l’attivazione	   di	   specifici	   recettori	   localizzati	   sulle	   cellule	  
endoteliali,	   sono	   capaci	   di	   indurre	   la	   produzione	   di	   sostanze	   che	   causano	   direttamente	   vasocostrizione	  
( 1ET ,	   2TXA ,	   2PGH )	   o	   di	   anione	   superossido	   (
−⋅ 2O )che	   distrugge	   l’NO.	   1ET :endotelina-­‐1;	   2TXA :	  
trombossano	   2A ;	   2PGH :prostaglandina	   2H ;	  NO:	  ossido	  nitrico.	  
	  
Infine,	   le	   cellule	   endoteliali	   producono	   endotelina	   (ET),	   un	   peptide	   costituito	   da	   21	   aminoacidi	   che	  
rappresenta	   uno	   dei	   più	   potenti	   vasocostrittori	   biologici	   (circa	   10	   volte	   più	   potente	   dell’angiotensina	   II)	  
[14].	  	  
E’	  chiaro	  da	  quanto	  esposto	  fin	  ora,	  che	  l’endotelio	  sia	  un	  importantissima	  fonte	  di	  sostanze	  che	  agiscono	  
sia	   livello	  autocrino,	   	   regolando	  con	  meccanismi	  di	   feed-­‐back	  positivo	  e	  negativo	   la	   funzione	  delle	  cellule	  
endoteliali	   stesse,	   che	   	   paracrino,	   determinando	   la	   funzione	   delle	   strutture	   adiacenti,	   come	   le	   cellule	  
muscolari	  lisce	  o	  gli	  elementi	  figurati	  del	  sangue	  	  ad	  esempio	  le	  piastrine.	  
	  
	  2.1.2	  Studio	  della	  funzione	  endoteliale	  nell’uomo	  
La	  misurazione	  dei	  mediatori	  endoteliali	  è	  molto	  difficile	  in	  vivo,	  in	  quanto	  ad	  esempio	  la	  brevissima	  emivita	  
del	  NO	  non	  consente	  il	  suo	  dosaggio	  nei	  liquidi	  biologici.	  Sono	  invece	  dosabili	  i	  suoi	  cataboliti	  stabili	  (nitriti	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e	  nitrati),	  sia	  nel	  plasma	  che	  nelle	  urine.	  Tuttavia,	  questo	  dosaggio	  risulta	  molto	  grossolano,	  in	  quanto	  non	  
si	   può	   distinguere	   la	   fonte	   dell’NO	   (iNOS	   dei	   leucociti	   o	   eNOS	   endoteliale,	   ed	   in	   minor	   misura	   nNOS	  
neuronale).	   Questi	   cataboliti	   inoltre	   risentono	   fortemente	   della	   dieta.	   Ma	   soprattutto	   non	   è	   possibile	  
determinare	  se	  un	  aumento	  di	  tali	  prodotti	  corrisponda	  ad	  una	  aumentata	  produzione	  o	  ad	  un	  aumentato	  
catabolismo.	  
Pertanto	   attualmente	   i	   metodi	   migliori	   per	   valutare	   la	   funzione	   endoteliale	   sono	   gli	   studi	   di	   reattività	  
vascolare	  [15].	  In	  particolari	  distretti	  vascolari	  è	  possibile	  attivare	  le	  cellule	  endoteliali	  con	  agonisti	  specifici,	  
o	  attraverso	  stimoli	  meccanici.	  Alcune	  sostanze	  (acetilcolina,	  metacolina,	  bradichinina,	  serotonina,	  sostanza	  
P)	   possiedono	   infatti	   recettori	   specifici	   presenti	   sull’endotelio	   che	   attivano	   la	   sintesi	   di	   NO.	   Il	   principale	  
stimolo	  meccanico	   è	   rappresentato	   dall’aumento	   di	   shear	   stress,	   la	   forza	   tangenziale	   a	   cui	   è	   sottoposto	  
l’endotelio	   da	   parte	   del	   flusso	   sanguigno.	   Lo	   shear	   stress	   è	   direttamente	   proporzionale	   alla	   portata	  
sanguigna	  ed	  inversamente	  proporzionale	  al	  quadrato	  del	  raggio	  ed	  alla	  viscosità	  ematica.	  	  
In	  genere	  vengono	  studiati	  i	  distretti	  vascolari	  dell’avambraccio	  e	  del	  circolo	  coronarico	  in	  quanto,	  tramite	  
l'arteria	  brachiale	  o	  l'arteria	  coronaria	  discendente	  anteriore,	  è	  possibile	  infondere	  agonisti	  ed	  antagonisti	  
endoteliali	  a	  dosi	  che	  non	  producono	  modificazioni	  dell'emodinamica	  sistemica.	  	  
In	   queste	   condizioni	   sperimentali,	   qualsiasi	   variazione	   di	   flusso,	   misurato	   con	   	   pletismografia	   venosa	   a	  
strain-­‐gauge	   nell'avambraccio	   e	   con	   il	   Doppler	   nel	   microcircolo	   coronarico,	   è	   indice	   di	   variazione	   delle	  
resistenze	   vascolari	   locali	   (un	   aumento	   del	   flusso	   indica	   vasodilatazione	   e	   viceversa).	   Questi	   modelli	  
sperimentali	   danno	   informazioni	   sul	   ruolo	   dell’endotelio	   a	   livello	   del	  microcircolo	   (cioè	   delle	   arteriole	   di	  
resistenza)	  dell’avambraccio	  e	  coronarico.	  	  
E'	  poi	  possibile	  valutare	  la	  funzione	  endoteliale	  dei	  grossi	  vasi	  misurando	  le	  modificazioni	  del	  diametro	  delle	  
arterie	  coronarie	  epicardiche,	  mediante	  angiografia	  quantitativa,	  e	  delle	  arterie	  periferiche	  quali	  l’omerale,	  
la	  radiale,	  la	  femorale,	  mediante	  tecnica	  ecografica.	  	  
Attualmente	   la	   tecnica	  maggiormente	  utilizzata,	  poiché	  erroneamente	  ritenuta	  di	   facile	  applicazione,	  è	   la	  
cosiddetta	   	  “flow-­‐mediated	  dilation”	  (FMD)	  [16,	  17],	  che	  sarà	  descritta	   in	  dettaglio	  nei	  metodi.	  Quando	  si	  
studia	  il	  ruolo	  dell'endotelio	  nel	  controllo	  del	  tono	  vascolare	  valutando	  la	  risposta	  vasodilatante	  indotta	  o	  
da	  sostanze	  ad	  azione	  agonista	  endoteliale	  o	  dallo	  shear	  stress,	  l'entità	  della	  vasodilatazione	  è	  una	  misura	  
 12 
della	   funzione	   endoteliale	   nel	   senso	   che	   tanto	  maggiore	   è	   la	   vasodilatazione	   indotta	   dall'agonista,	   tanto	  
maggiore	  è	  la	  funzionalità	  endoteliale.	  	  
Infine,	  utilizzando	  tali	  metodiche,	  è	  necessario	  confrontare	   la	   risposta	  degli	  agonisti	  endotelio-­‐dipendenti	  
con	   sostanze	   che	   inducono	   vasodilatazione	   endotelio-­‐indipendente	   (essenzialmente	   nitroderivati	   quali	   il	  
nitroprussiato	  di	  sodio	  o	  la	  nitroglicerina)	  così	  da	  escludere	  che	  eventuali	  differenze	  di	  risposta	  ad	  agonisti	  
endoteliali	  siano	  in	  realtà	  causate	  da	  un'alterata	  risposta	  contrattile	  delle	  cellule	  muscolari	  lisce.	  	  
	  
2.1.3	  Onda	  sfigmica	  di	  riflessione	  e	  augmentation	  index	  
Le	  caratteristiche	  dell’onda	   incidente	  anterograda,	  cioè	   l’onda	  prodotta	  dall’eiezione	  ventricolare	  sinistra,	  
dipendono	   soprattutto	   dall’elasticità	   aortica	   [18,	   19].	   Le	   onde	   incidenti	   nel	   sistema	   arterioso	   vengono	  
riflesse	  in	  corrispondenza	  dei	  punti	  di	  ramificazione,	  dei	  restringimenti	  vascolari	  e	  delle	  aree	  di	  turbolenza,	  
dando	   origine	   ad	   onde	   sfigmiche	   di	   riflessione,	   retrograde.	   Le	   caratteristiche	   dell’onda	   di	   riflessione	  
dipendono	   dall’elasticità	   di	   tutto	   l’albero	   arterioso	   (arterie	   elastiche,	   muscolari	   ed	   in	   minor	   misura	  
arteriole),	   dal	   tempo	   impiegato	   dall’onda	   per	   andare	   dal	   cuore	   alla	   periferia	   e	   tornare	   indietro	   ( ptΔ )	   e	  
dalla	  distanza	  dai	  principali	  punti	  di	  riflessione,	  rappresentati	  dalle	  ramificazioni	  arteriose	  [18,	  19].	  Esistono	  
due	  parametri	  dell’onda	  di	  riflessione	  che	  possono	  essere	  valutati	  clinicamente:	  la	  velocità	  di	  propagazione	  
e	  la	  precocità	  di	  ritorno	  dell’onda	  dalla	  periferia.	  
La	  velocità	  di	  propagazione	  è	  direttamente	  proporzionale	  alla	  rigidità	  arteriosa	  e	  si	  misura	  come	  pulse	  wave	  
velocity	   (PWV),	   ossia	   il	   rapporto	   tra	   la	   distanza	   di	   due	   punti	   dell’albero	   arterioso	   e	   il	   tempo	   impiegato	  
dall’onda	  a	  percorrere	  tale	  distanza	  (figura	  3).	  	  La	  PWV	  è	  misurata	  clinicamente	  a	  livello	  carotido-­‐femorale	  e	  
rappresenta	  un	  indice	  attendibile	  di	  rigidità	  arteriosa	  centrale	  (in	  particolare	  aortica).	  La	  precocità	  di	  ritorno	  
dell’onda	  di	  riflessione	  può	  essere	  identificata	  con	  l’augmentation	  index	  aortico	  (AIx),	  ossia	  il	  rapporto	  tra	  la	  
pressione	   di	   amplificazione	   (differenza	   tra	   onda	   di	   riflessione	   e	   onda	   incidente,	   Ps-­‐Pi)	   e	   la	   pressione	   di	  
pulsazione	  centrale	  (PP).	  L’onda	  pressoria	  aortica,	  può	  essere	  ottenuta	  da	  quella	  periferica	  (arteria	  radiale)	  
utilizzando	  una	  funzione	  di	  trasformazione	  [18,	  20,	  21]	  (figura	  4).	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L'augmentation	   index	   rappresenta	  un	   indice	   integrato,	  poiché	  dipende	  sia	  dal	   sito	  di	   riflessione	  dell'onda	  
(stato	  del	  microcircolo)	  che	  dalla	  rigidità	  arteriosa	  centrale	  e	  periferica.	  	  
	  
Figura	  3:	  Differente	  morfologia	  dell’onda	  pressoria	  nei	  giovani	  adulti	   rispetto	  agli	  anziani.	  Negli	  anziani	   si	  
osserva	  un	  aumento	  della	  PAS	  conseguente	  all’aumento	  della	  rigidità	  arteriosa.	  
	  
	  
Figura	   4:	   Onda	   pressoria	   aortica.	   Ps	   indica	   il	   picco	   della	   pressione	   arteriosa	   sistolica;	   Pi	   è	   il	   punto	   di	  
inflessione	   che	   segna	   l’	   inizio	   	   della	   branca	   ascendente	   dell’onda	   di	   riflessione;	   Pd	   rappresenta	   il	   valore	  
minimo	  di	  pressione	  arteriosa	  diastolica;	   ptΔ 	   è	   il	   tempo	   impiegato	  dall’	   onda	   incidente	  per	  andare	  dall’	  
aorta	  ascendente	  al	  principale	  sito	  di	  riflessione	  e	  tornare	  indietro;	   rtΔ 	  rappresenta	  la	  durata	  sistolica	  dell’	  
onda	  di	   riflessione.	   Pressione	  di	   pulsazione=(Ps-­‐Pd)=(Pi-­‐Pd)+(Ps-­‐Pi).	   Augmentation	   index	   (AIx)=(Ps-­‐Pi)/(Ps-­‐
Pd).	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2.1.4	  Significato	  clinico	  
Il	  post-­‐carico	  del	  ventricolo	  sinistro,	  la	  pressione	  di	  pulsazione	  nell’aorta	  ascendente	  e	  nell’arteria	  radiale	  e	  
gli	  indici	  di	  incremento	  risultano	  aumentati	  dalla	  rigidità	  arteriosa	  e	  dall’aumento	  dell’ampiezza	  dell’onda	  di	  
riflessione.	   Ciascuna	   di	   queste	   alterazioni	   è	   associata	   con	   l’età,	   l’ipertensione	   [18,	   22-­‐24]	   e	   l’ipertrofia	  
ventricolare	  sinistra	  [25,	  26].	  
Alterazioni	  vascolari	  e	  rischio	  cardiovascolare	  nell’OSAS	  
È	  stato	  documentato	  che	  chi	   soffre	  di	  OSAS	  presenta	   in	  modo	   indipendente	  da	  altre	  condizioni	  di	   rischio	  
quali	  l’obesità	  isolata,	  l’ipertensione	  arteriosa	  e	  l’aumento	  del	  colesterolo	  e/o	  dei	  trigliceridi	  nel	  sangue	  un	  
aumento	  del	  rischio	  di	  ammalarsi	  di	  malattie	  cardio	  e	  cerebro-­‐vascolari.	  
In	  questi	  pazienti	  si	   instaura	  talvolta	  un’ipertrofia	  ventricolare	  sinistra,	   indipendentemente	  dalla	  presenza	  
di	  ipertensione	  arteriosa	  o	  malattia	  coronarica,	  probabilmente	  correlata	  all’aumento	  del	  post-­‐carico	  che	  si	  
sviluppa	  ad	  opera	  della	  pressione	  negativa	  intratoracica,	  del	  transitorio	  aumento	  della	  pressione	  arteriosa	  e	  
degli	   effetti	   diretti	   sul	   cuore	   dell’ipossiemia,	   dell’attività	   nervosa	   simpatica	   e	   degli	   elevati	   livelli	   di	  
catecolamine	  circolanti.	  Si	  sospetta,	  anche	  se	  ciò	  non	  è	  stato	  mai	  dimostrato,	  che	  episodi	  aritmici	  siano	  alla	  
base	  di	  episodi	  di	  morte	  improvvisa	  durante	  il	  sonno	  (figura	  5)	  [27]. 
 
Figura	  5.	  Meccanismi	  fisiopatologici	  associati	  alle	  OSAS	  che	  potenzialmente	  aumentano	  il	  rischio	  
cardiovascolare	  (da	  Shamsuzzaman	  et	  al.,	  mod)
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CAPITOLO	  2:	  OBIETTIVO	  DELLO	  STUDIO	  
	  
L’apnea	   ostruttiva	   del	   sonno	   (OSA)	   è	   associata	   con	   un’aumentata	   incidenza	   di	   eventi	   cardiovascolari	   e	  
mortalità	   [2].	   Il	  meccanismo	  responsabile	  è	   tuttora	  sconosciuto,	  sebbene	  pazienti	  con	  OSA	  presentino	  un	  
invecchiamento	  vascolare	  precoce,	  espressione	  di	  disfunzione	  endoteliale	  [28-­‐31]	  e	  rigidità	  arteriosa	  [32].	  
Tuttavia,	   la	  maggior	   prevalenza	   in	   pazienti	   affetti	   da	   OSA,	   di	   fattori	   di	   rischio	   cardiovascolari	   noti	   come	  
l’obesità,	  l’ipertensione,	  il	  diabete	  mellito	  [2],	  potrebbe	  agire	  come	  fattore	  confondente.	  
Studi	   recenti	   suggeriscono	   che	   la	   disfunzione	   endoteliale	   è	   presente	   in	   pazienti	   affetti	   da	   OSA	  
indipendentemente	   dalla	   presenza	   di	   ipertensione	   arteriosa	   ed	   obesità	   [29,	   30].	   Lo	   stress	   ossidativo	  
aumentato,	   riducendo	   la	   sintesi	   dell’ossido	   nitrico	   sintetasi	   (eNOS)	   e	   l’infiammazione,	   potrebbero	  
rappresentare,	  sebbene	  non	  in	  maniera	  univoca	  [29,	  30,	  33-­‐35],	  i	  meccanismi	  potenzialmente	  responsabili.	  
Inoltre,	  in	  questa	  popolazione	  in	  letteratura	  esistono	  dati	  contrastanti,	  circa	  il	  comportamento	  dei	  marker	  
bioumorali	   dell’attivazione	   endoteliale	   [36-­‐38],	   sia	   di	   danno	   che	   di	   riparazione	   [29-­‐31,	   39].	   In	   pazienti	  
normotesi	  affetti	  da	  OSA	  la	  rigidità	  arteriosa	  è	  stata	  riportata	  o	  aumentata	  [32]	  o	  normale	  [31],	  mentre	   il	  
ruolo	  dell’obesità	  non	  è	  stato	  mai	  escluso.	  E’	  stata	  anche	  ipotizzata	  una	  relazione	  tra	  OSA	  ed	  insufficienza	  
renale	   cronica	   [40,	   41],	   sebbene	  molti	   studi	   non	   abbiano	   tenuto	   conto	   della	   comorbidità	   con	   i	   fattori	   di	  
rischio	  cardiovascolari.	  
Lo	  scopo	  di	  questo	  studio	  è	  stato	  di	  verificare	  se	  la	  disfunzione	  endoteliale	  è	  	  legata	  all’OSA	  per	  se.	  Perciò,	  è	  
stata	   eseguita	   una	   completa	   valutazione	   vascolare	   utilizzando	   differenti	   tecniche,	   scegliendo	   una	  
popolazione	   di	   pazienti	   affetti	   da	   OSA	   accuratamente	   selezionata,	   senza	   fattori	   di	   rischio,	   in	   particolare	  
l’obesità	   ed	   l’ipertensione,	   o	   malattia	   cardiovascolare	   nota.	   Inoltre,	   sono	   stati	   indagati	   alcuni	   potenziali	  
meccanismi	  di	  disfunzione	  vascolare.	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CAPITOLO	  3:	  MATERIALI	  E	  METODI	  
	  
3.1	  Popolazione	  di	  studio	  
Sono	  stati	  reclutati	  dall’Unità	  di	  medicina	  del	  sonno	  dell’Università	  di	  Pisa	  20	  pazienti	  con	  recente	  diagnosi	  
di	  OSA	  moderata-­‐severa	   (indice	  apnea/ipopnea,	  AHI>15/ora),	  selezionati	  per	   l’assenza	  di	   fattori	  di	   rischio	  
cardiovascolari,	   malattie	   cardiovascolari	   note	   ed	   insufficienza	   renale.	   I	   criteri	   di	   esclusione	   sono	   stati:	  
obesità	   (indice	   di	   massa	   corporea>30	   kg/mq);	   storia	   di	   ipertensione	   arteriosa	   (pressione	   arteriosa	   -­‐	  
PA>140/90	  mmHg	  misurata	   in	   occasioni	   ripetute	   o	   trattamento	   antiipertensivo	   in	   atto),	   diabete	  mellito	  
(glicemia	   a	   digiuno>	   126	   in	   occasioni	   ripetute	   o	   trattamento	   antidiabetico	   in	   atto)	   o	   ipercolesterolemia	  
severa	  (LDL-­‐colesterolo>200	  mg/dl	  o	  trattamento	  ipolipemizzante	  in	  atto);	  fumo	  di	  sigaretta	  (maggiore	  a	  5	  
sigarette	   al	   giorno);	   precedenti	   eventi	   cardiovascolari,	   inclusa	   malattia	   coronarica,	   scompenso	   cardiaco,	  
malattie	  cerebro-­‐vascolari;	   insufficienza	  renale,	  definita	  e	  stimata	  come	  velocità	  di	  filtrazione	  glomerulare	  
(glomerular	  filtration	  rate,	  GFR)	  <60	  ml/min,	  o	  albuminuria	  (rapporto	  albuminuria/creatinuria	  ≥22	  mg/g	  per	  
i	   maschi,	   ≥31	   mg/g	   per	   le	   donne	   in	   un	   singolo	   campione	   di	   urine	   del	   mattino);	   nessuna	   malattia	   o	  
trattamento	  in	  atto	  che	  a	  giudizio	  clinico	  potesse	  interferire	  con	  la	  valutazione	  della	  funzione	  endoteliale.	  
Sono	  stati	  arruolati	  due	  differenti	  gruppi	  di	  controllo,	  comparabili	  per	  età,	  sesso,	  PA:	  20	  pazienti	  con	  OSA	  
moderata-­‐severa	  e	  fattoti	  di	  rischio	  cardiovascolari,	  ma	  senza	  malattia	  cardiovascolare	  nota	  o	  insufficienza	  
renale;	  20	  soggetti	  sani,	  nei	  quali	  l’OSA	  è	  stata	  esclusa	  con	  la	  polisonnografia.	  	  
Lo	  studio	  è	  stato	  approvato	  dal	  comitato	  etico	  locale	  e	  tutti	  io	  pazienti	  hanno	  ricevuto	  un	  consenso	  scritto	  
informato	  prima	  di	  entrare	  nello	  studio.	  
	  
3.2	  Disegno	  dello	  studio	  
La	   polisonnografia	   (Planet	   200-­‐Sistema	   Galileo,	   Esaote	   Biomedica,	   Florence,	   Italy)	   è	   stata	   eseguita	   in	  
laboratorio	  secondo	  gli	  standard	  delle	  linee	  guida.	  Le	  registrazioni	  del	  sonno	  sono	  state	  eseguite	  secondo	  i	  
criteri	  internazionali	  [42].	  La	  sessione	  sperimentale	  ha	  avuto	  luogo	  la	  mattina	  a	  digiuno,	  non	  più	  tardi	  di	  un	  
mese	   dalla	   polisonnografia.	   Ai	   pazienti	   è	   stato	   chiesto	   di	   assumere	   la	   loro	   abituale	   terapia.	   Sono	   stati	  
raccolti	  l’anamnesi,	  il	  peso	  corporeo,	  l’altezza,	  gli	  esami	  del	  sangue	  e	  urinari.	  Il	  profilo	  lipidico,	  la	  glicemia,	  la	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creatininemia	   e	   l’albuminuria	   sono	   stati	   determinati	   secondo	   le	   procedure	   standard	   di	   laboratorio.	   Per	  
l’isolamento	  del	  siero	  e	   la	  purificazione	  dell’RNA,	   i	  campioni	  sono	  stati	   immediatamente	  refrigerati	  a	  4	  °C	  
dopo	  il	  ritiro	  e	  processati	  entro	  un’ora.	  Successivamente,	  i	  campioni	  di	  siero	  ed	  RNA	  sono	  stati	  conservati	  a	  
-­‐80°C	  fino	  al	  loro	  uso	  nei	  test	  sperimentali.	  I	  test	  della	  funzione	  vascolare	  sono	  stati	  eseguiti	  in	  un	  ambiente	  
confortevole	  e	  con	  aria	  condizionata	   (22-­‐24°C).	  La	  PA	  brachiale	  è	  stata	  misurata	   tre	  volte	  a	   intervalli	  di	  2	  
minuti	   con	   apparecchio	   automatico	   oscillometrico	   (OMRON-­‐705IT),	  mantenendo	   il	   paziente	   in	   posizione	  
supina	  per	  almeno	  10	  minuti.	  
	  
	  
3.3	  Dilatazione	  endotelio-­‐dipendente	  ed	  –indipendente	  dell’arteria	  brachiale	  
La	   Flow-­‐mediated	   dilation	   (FMD)	   rappresenta	   il	   metodo	   non	   invasivo	   per	   misurare	   la	   vasodilatazione	  
endotelio-­‐dipendente	  nell'uomo.	  E'	  stato	  inoltre	  dimostrato	  che	  la	  FMD	  è	  mediata	  dalla	  produzione	  di	  NO.	  
La	  procedura	  sperimentale	  prevede	  di	  ottenere	  una	  scansione	  longitudinale	  (B-­‐mode)	  della	  	  arteria	  omerale	  
da	  5	  a10	  cm	  sopra	  la	  piega	  del	  gomito,	  utilizzando	  un	  ecografo	  ad	  alta	  risoluzione	  con	  sonda	  lineare	  da	  7.5	  
MHz,	  quest’ultima	  viene	  mantenuta	  nella	  stessa	  posizione	  durante	  la	  scansione	  grazie	  ad	  un	  reggisonda	  che	  
attraverso	   il	   movimento	   di	   una	   vite	   micrometrica	   permette	   l’aggiustamento	   in	   continuo	   dell’immagine	  
(figura	   6).	   Le	   immagini	   telediastoliche	   (sincronizzate	   con	   il	   segnale	   ECG)	   sono	   acquisite	   su	   personal	  
computer	   attraverso	   una	   specifica	   scheda	   di	   acquisizione.	   La	   FMD	   è	   rappresentata	   dalla	   dilatazione	  
dell'arteria	   omerale	   causata	   dall'aumento	   di	   flusso	   dovuto	   all'iperemia	   reattiva	   indotta	   gonfiando	   per	   5	  
minuti	   a	   200	   mmHg	   un	   bracciale	   da	   sfigmomanometro	   applicato	   	   	   all'avambraccio,	   al	   fine	   di	   indurre	  
un’ischemia.	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Figura	  6:	  Vasodilatazione	  endotelio-­‐dipendente	  ed	  endotelio-­‐indipendente.	  
	  
	  
La	   riposta	   endotelio-­‐indipendente	   è	   ottenuta	   somministrando	   per	   via	   sublinguale	   una	   bassa	   dose	   (25	  
microgrammi)	   di	   nitroglicerina	   (NTG).	   Anche	   in	   questo	   caso	   sono	   state	   acquisite	   prima	   le	   immagini	   in	  
condizioni	   basali	   per	   un	   minuto	   e	   nei	   cinque	   minuti	   successivi	   alla	   somministrazione	   della	   	   NTG,	   la	  
dilatazione	   del	   vaso	   è	   stata	   considerata	   come	   media	   delle	   misurazioni	   nel	   primo	   minuto.	   La	   FMD	   e	   la	  
risposta	   alla	   NTG	   sono	   state	   calcolate	   come	   massimo	   incremento	   percentuale	   del	   diametro	   dell'arteria	  
omerale	  dalle	  immagini	  acquisite	  con	  un	  sistema	  automatico	  di	  riconoscimento	  e	  di	  analisi	  dei	  bordi	  (figura	  
7).	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Figura	   7:	   FMD	   (Flow-­‐mediated	   dilation)	   dell’arteria	   omerale.	   Metodo	   non	   invasivo	   per	   misurare	   la	  
vasodilatazione	  endotelio-­‐dipendente	  ed	  endotelio-­‐indipendente	  nell'uomo.	  
	  
	  Il	  flusso	  sanguigno	  è	  stato	  calcolato	  moltiplicando	  la	  velocità	  di	  flusso	  Doppler	  (corretta	  per	  l’angolo)	  per	  la	  
frequenza	   cardiaca	   e	   per	   	   l’area	   di	   sezione	   del	   vaso	   )(
2rπ .	   L’iperemia	   reattiva	   è	   stata	   calcolata	   come	  
massimo	  incremento	  percentuale	  del	  flusso	  	  rispetto	  al	  valore	  basale,	  dopo	  aver	  sgonfiato	  il	  bracciale.	  
	  
3.4	  Capacità	  vasodilatatoria	  renale	  	  
Le	  ecografie	  renali	  sono	  state	  eseguite	  da	  un	  singolo	  operatore	  addestrato	  usando	  un	  ecografo	  (MyLab	  25,	  
ESAOTE	  Firenze,	   Italia)	  con	  una	  sonda	  Convex	  ad	  alta	  risoluzione	  (2.5	  -­‐	  4.5	  MHz),	  come	  precedentemente	  
descritto	  [43].	  Sono	  state	  ottenute	  tre	  misurazioni	  velocimetriche	  delle	  arterie	  renali	   interlobari	  adiacenti	  
alle	  piramidi	  midollari,	  utilizzando	  un	  approccio	  anteriore	  o	  posteriore.	  L’indice	  di	   resistenza	  renale	   (IR)	  è	  
stato	   calcolato	   in	  entrambi	   i	   reni	   secondo	   la	   formula:	   (velocità	  di	   picco	   sistolico	  –	   velocità	   telediastolica)	  
/velocità	  di	  picco	  sistolico).	  La	  misura	  dell’IR	  è	  stata	  eseguita	  al	  tempo	  zero	  e	  	  cinque	  minuti	  dopo	  lo	  stimolo	  
farmacologico	  con	  la	  somministrazione	  sublinguale	  di	  una	  bassa	  dose	  di	  nitroglicerina	  (25	  µg).	  La	  capacità	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vasodilatatoria	   renale	   è	   stata	   calcolata	   come	   cambiamento	   assoluto	   percentuale	   al	   tempo	   zero	   ed	   in	  
risposta	  alla	  GTN	  [43].	  
3.5	  Rigidità	  aortica	  	  
La	  tonometria	  arteriosa	  è	  stata	  eseguita	  seguendo	  le	  raccomandazioni	   internazionali	  usando	  le	  procedure	  
precedentemente	  descritte	  [43].	  La	  velocità	  dell’onda	  di	  polso	  carotido-­‐femorale	  e	  carotido-­‐radiale	  (PWV)	  è	  
stata	  eseguita	  utilizzando	  Sphygmo	  Cordevice	  (AtCorMedical:	  Sidney,	  Australia),	  registrando	  in	  sequenza	  la	  
forma	   dell’onda	   nei	   due	   siti	   di	   registrazione.	   PWV	   è	   stata	   calcolata	   come	   rapporto	   tra	   la	   differenza	   di	  
distanza	   tra	   i	   due	   punti	   di	   registrazione	   ed	   il	   tempo	   di	   transito	   dell’onda.	   Inoltre	   è	   stata	   eseguita	   la	  
tonometria	   di	   applanazione	   sull’arteria	   radiale	   ottenendo	   i	   valori	   di	   pressione	   arteriosa,	   utilizzando	   una	  
funzione	  di	  trasferimento	  validata	  (SphygmoCor,	  AtCorMedical:	  Sidney,	  Australia),	  e	   l’augmentation	   index	  
normalizzato	  a	  75	  bpm	  (AIx).	  Sono	  state	  registrate	  e	  calcolate	  due	  misurazioni	  successive.	  LA	  PAS	  carotidea	  
e	  la	  pressione	  di	  pulsazione	  (PP)	  sono	  state	  ottenute	  dall’analisi	  della	  forma	  dell’onda	  pressoria,	  usando	  per	  
la	  calibrazione	  la	  PAD	  centrale	  e	  	  la	  PA	  media.	  	  
	  
3.6	  Rigidità	  	  carotidea	  
Le	  scansioni	  ecografiche	  dell’arteria	  carotide	  comune	  sono	  state	  ottenute	  utilizzando	  un	  ecografo	  ad	  alta	  
risoluzione	  con	  una	  sonda	  lineare	  da	  10	  MHz	  (MyLab25;	  ESAOTE,	  Firenze,	  Italia).	  Sono	  state	  acquisite	  due	  
clips	  di	  dieci	  secondi	  per	  ciascuna	  carotide	  (ad	  1	  cm	  di	  distanza	  dal	  bulbo	  carotideo	  in	  una	  regione	  larga	  1	  
cm	   e	   senza	   placche)	   e	   successivamente	   analizzate	   offline	   utilizzando	   lo	   Studio	   Carotide	   (Quipu	   srl,	   Pisa,	  
Italia),	  un	  algoritmo	  per	  la	  valutazione	  automatica	  del	  diametro	  carotideo	  istantaneo.	  Il	  metodo	  è	  basato	  su	  
una	   ben	   validata	   tecnica	   di	   tracciamento	   del	   profilo,	   consentendo	   la	   valutazione	   automatica	   delle	  
modifiche	  del	  diametro	  durante	  il	  ciclo,	  ed	  è	  stato	  validato	  per	  l’accuratezza	  delle	  misurazioni	  contro	  il	  gold	  
standard	  a	   	   radiofrequenza	   [44].	   Sono	   stati	   calcolati	   i	   seguenti	  parametri:	   la	  distensibilità	   carotidea	   (ΔD),	  
che	  è	   la	  variazione	  del	   tratto	  di	  diametro,	   calcolata	   come	   la	  differenza	  dei	   valori	  del	  diametro	   sistolico	  e	  
diastolico;	   il	   coefficiente	   trasversale	  di	  distensibilità	   (DC),	   calcolata	  come	  DC=ΔA/(A*carotid	  PP),	  dove	  A	  è	  
l’area	   del	   lume	   diastolico,	   e	   ΔA	   il	   cambiamento	   istantaneo	   del	   lume	   dell’area;	   la	   rigidità	   carotidea	   (CS),	  
calcolata	  usando	  l’equazione	  di	  Moens-­‐Korteweg	  equation,(ρ*DC)–1/2,	  dove	  ρ	  è	  la	  densità	  plasmatica.	  L’area	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del	  lume	  carotideo	  è	  stata	  derivata	  dai	  valori	  di	  diametro,	  assumendo	  come	  circolare	  la	  sezione	  trasversale	  
dell’arteria.	  L’ispessimento	  medio-­‐intimale	  della	  carotide	  comune	  (IMT)	  è	  stato	  misurato	  automaticamente	  
sulla	  stessa	  sequenza	  di	  immagini	  come	  la	  media	  dei	  valori	  relativi	  degli	  ultimi	  otto.	  I	  parametri	  sono	  stati	  
indicati	  come	  la	  media	  dei	  valori	  della	  carotide	  comune	  destra	  e	  sinistra.	  	  
	  
	  	  3.7	  Marker	  bioumorali	  dello	  stress	  ossidativo	  ed	  endoteliale	  
L’RNA	   delle	   cellule	   nucleate	   ematiche	   è	   stato	   estratto	   ed	   amplificato	   con	   la	   tecnica	   della	   trascrizione	  
inversa	   real-­‐time	   della	   reazione	   a	   catena	   della	   polimerasi	   (RT-­‐PCR).	   E’	   stata	   analizzata	   l’espressione	  
dell’RNA	  delle	  seguenti	  molecole	  di	  adesione:	   integrina	  α-­‐L	  (CD11A),	   integrina	  α-­‐M	  (CD11B),	   integrina	  α-­‐X	  
(CD11C),	   E-­‐selectina.	   La	   concentrazione	   sierica	   dell’E-­‐selectina	   è	   stata	   determinata	   usando	   il	   Kit	   ELISA	  
(Abnova)	   per	   l’E-­‐selectina	   (umana).	   Sono	   stati	   stimati	   i	   progenitori	   endoteliali	   circolanti	   utilizzando	   un	  
approccio	   real-­‐time	   RT-­‐PCR,	   valutando	   l’espressione	   dell’	   RNA	   del	   marker	   CD34	   nelle	   cellule	   nucleate	  
ematiche.	  
Il	  perossido	  di	  idrogeno	  è	  stato	  dosato	  con	  la	  tecnica	  dello	  xilenolo	  arancione	  [45].	  Ogni	  campione	  è	  stato	  
analizzato	   in	   triplicato.	   Inoltre	   è	   stata	   dosata	   con	   una	   tecnica	   spettrofotometrica	   la	   malonildialdeide	  
(Bioxitech	  LPO-­‐586.	  OXIS	  International	  Inc.,	  CA,	  USA).	  L’espressione	  dell’RNA	  della	  glutatione	  perossidasi-­‐1	  
(GPX1)	  e	  della	  	  catalasi	  è	  stata	  dosata	  con	  una	  RT-­‐PCR	  real-­‐time.	  
Abbiamo	   valutato	   l’integrità	   del	   DNA	   dei	   campioni	   ematici	   utilizzando	   l’elettroforesi	   su	   gel	   o	   la	   tecnica	  
Comet	  assay	  per	  ogni	  singola	  cellula.	  La	  percentuale	  di	  DNA	  migrata	  verso	  l’anodo	  (DNA	  comet	  tail)	  è	  stata	  
quantificata	   mediante	   un	   analizzatore	   di	   immagini	   (Kinetic	   Imaging	   Ltd.,	   Komet,	   Versione	   5).	   Sono	   stati	  
ottenuti	   e	   calcolate	   le	  medie	   degli	   ultimi	   50	   nuclei	   per	   vetrino	   e	   due	   vetrini	   per	   campione.	   Per	   l’analisi	  
statistica	  è	  stato	  utilizzato	  il	  software	  Statgraphics	  Plus	  (Microsoft	  Corp.,	  Redmond,	  WA,	  USA).	  
	  3.8.	  Analisi	  statistica	  
L’analisi	   statistica	   è	   stata	   ottenuta	   utilizzando	   NCSS	   2004	   (NCSS,	   Kaysville,	   Utah).	   I	   risultati	   sono	   stati	  
espressi	  come	  media	  ±DS.	  Per	   le	  variabili	  normalmente	  distribuite	  è	  stata	  eseguita	   	   l’analisi	  della	  varianza	  
(ANOVA)	   utilizzando	   il	   test	   Bonferroni	   post-­‐hoc.	   	   Per	   le	   variabili	   distribuite	   non	   normalmente	   è	   stato	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utilizzato	   il	   Test	   Z	   di	   Kruskal-­‐Wallis;	   è	   stata	   inoltre	   eseguita	   un’analisi	   covariata.	   Le	   variabili	   categoriche	  
sono	  state	  analizzate	  mediante	  il	  χ2	  test.	  L’analisi	  di	  regressione	  lineare	  (Spearman’s	  rank)	  è	  stata	  eseguita	  
anche	  in	  pazienti	  con	  OSA.	  Un	  valore	  di	  p<0.05	  è	  stato	  considerato	  significativo.	  
	  
CAPITOLO	  4:	  RISULTATI	  
Premessa	  
Nella	  tabella	  4	  sono	  mostrate	  le	  caratteristiche	  cliniche	  della	  popolazione	  dello	  studio.	  I	  Pazienti	  con	  	  OSA	  e	  
senza	   fattori	  di	   rischio	  cardiovascolare	  sono	  risultati	   simili	  ai	  controlli	   sani	  eccetto	  per	  maggior	  AHI,	  bassi	  
livelli	  di	  saturazione	  di	  O2,	  e	  maggior	  tempo	  trascorso	  al	  di	  sotto	  del	  	  90%	  di	  saturazione	  di	  O2.	  Inoltre	  erano	  
comparabili	  ai	  pazienti	  con	  OSA	  e	  fattori	  di	  rischio	  cardiovascolare,	  eccetto	  BMI	  e	  glicemia	  più	  elevati.	  Tra	  i	  
pazienti	   con	   OSA	   e	   fattori	   di	   rischio	   cardiovascolare,	   10	   erano	   in	   terapia	   antiipertensiva	   e	   6	   in	   terapia	  
ipolipemizzante.	  Il	  diverso	  regime	  terapeutico	  	  può	  spiegare	  i	  valori	  di	  PA	  e	  colesterolemia	  sovrapponibile	  
agli	  altri	  gruppi.	  
	  
4.1	  Dilatazione	  endotelio-­‐dipendente	  ed	  –indipendente	  dell’arteria	  brachiale	  
Pazienti	  con	  OSA	  con	  o	  senza	  fattori	  di	  rischio	  cardiovascolari	  mostravano	  un	  maggior	  diametro	  brachiale	  se	  
paragonati	  ai	  controlli.	  Nei	  pazienti	  con	  OSA	  e	  senza	  fattori	  di	  rischio	  cardiovascolari	   l’iperemia	  reattiva	  è	  
risultata	   simile	   ai	   controlli,	   ed	   era	   ridotta	   in	   presenza	   sia	   di	   OSA	   che	   di	   OSA	   e	   fattori	   di	   rischio	  
cardiovascolare.	  La	  FMD	  era	  ridotta	  allo	  stesso	  modo	   in	  entrambi	  gruppi	  di	  pazienti	  OSA	  se	  paragonati	  ai	  
soggetti	  sani	  (Tabella	  5,	  Figura	  8).	  Al	  contrario,	   la	  vasodilatazione	  dell’arteria	  brachiale	  mediata	  dalla	  GTN	  
era	   simile	   in	   tutti	   i	   gruppi.	   Tra	   i	   pazienti	   con	  OSA,	   la	   FMD	  era	   correlata	   con	   l’età	   (r=-­‐0.54,	  p=0.003)	  ed	   il	  
diametro	  dell’arteria	  brachiale	   (r=-­‐0.67,	   p<0.0001),	  ma	  non	   con	   la	   severità	  dell’OSA,	   rigidità	   arteriosa	  o	   i	  
parametri	  renali.	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4.2	  Capacità	  vasodilatatoria	  renale	  	  
Non	  sono	  state	  trovate	  differenze	  tra	  IR	  di	  destra	  e	  sinistra	  in	  tutta	  la	  popolazione	  (0.60±0.05	  vs	  0.60±0.05,	  
p=ns),	  come	  pure	  all’interno	  di	  ciascun	  gruppo.	  I	  pazienti	  con	  	  OSA	  e	  senza	  fattori	  di	  rischio	  cardiovascolari	  
avevano	   un	   IR	   paragonabile	   a	   quello	   dei	   soggetti	   sani,	   mentre	   i	   pazienti	   con	   	   OSA	   e	   fattori	   di	   rischio	  
cardiovascolare	   avevano	   un	   IR	   aumentato	   (Figura	   9,	   Tabella	   5).	   La	   modificazione	   percentuale	   dell’	   IR	  
indotta	  dalla	  somministrazione	  di	  GTN,	  era	  ridotta	  in	  entrambi	  i	  gruppi	  di	  pazienti	  con	  	  OSA	  se	  paragonati	  ai	  
controlli	   (Figure	   9).	   Tra	   i	   pazienti	   con	  OSA,	   nè	   l’IR	   in	   condizioni	   basali	   nè	   l’IR	   in	   risposta	   alla	   GTN	   erano	  
correlati	   alla	   severità	  dell’	  OSA	  o	  ai	   parametri	   endoteliali.	   La	   capacità	   vasodilatatoria	   renale	   (ma	  non	   l’IR	  
basale)	   era	   inversamente	   correlata	   alla	   PP	   centrale	   (r=-­‐0.41,	   p=0.03),	   PWV	   carotido-­‐femorale	   (r=-­‐0.43,	  
p=0.03),	  ed	  i	  livelli	  plasmatici	  di	  idroperossido	  (r=-­‐0.53,	  p=0.04).	  
	  
4.3	  Rigidità	  aortica	  e	  carotidea	  
La	   PWV	   carotido-­‐femorale	   era	   paragonabile	   nei	   soggetti	   sani	   con	   solo	   OSA,	   mentre	   risultava	  
significativamente	  aumentata	   in	  pazienti	   con	   	  OSA	  e	   fattori	  di	   rischio	   cardiovascolare	   (Tabella	  5).	  Questa	  
differenza	   rimaneva	   significativa	   anche	   dopo	   correzione	   per	   la	   PA	   media.	   Non	   è	   stata	   trovata	   nessuna	  
differenza	  nei	  valori	  di	  PA	  centrale,	  PWV	  carotido-­‐radiale	  e	  AIx	   tra	   i	  2	  due	  gruppi	   (Tabella	  5).	   Il	  diametro	  
medio	  della	  carotide	  comune	  e	  la	  distensibilità	  erano	  simili	  in	  entrambi	  i	  gruppi.	  Solo	  nei	  pazienti	  con	  OSA	  e	  
fattori	   di	   rischio	   cardiovascolari,	   il	   coefficiente	   di	   distensibilità	   è	   risultato	   ridotto,	   mentre	   la	   rigidità	  
carotidea	  e	  l’	  IMT	  sono	  risultati	  aumentati	  (Tabella	  5).	  	  
La	  PWV	  carotido-­‐femorale	  è	  stata	  correlata	  all’età	  (r=0.49,	  p=0.01),	  all’	  AHI	  (r=0.40,	  p=0.03),	  alla	  PA	  media	  
(r=0.52,	  p=0.005),	  al	   coefficiente	  di	  distensibilità	   (r=-­‐0.48,	  p=0.01),	  alla	   rigidità	  carotidea	   (r=0.45,	  p=0.02),	  
alla	  capacità	  renale	  vasodilatatoria	  	  (r=-­‐0.43,	  p=0.03),	  ma	  non	  con	  altre	  variabili	  endoteliali.	  Il	  coefficiente	  di	  
distensibilità	  carotidea,	  così	  come	  la	  rigidità	  carotidea	  (dati	  non	  mostrati),	  era	  correlato	  con	  l’età	  (r=-­‐0.67,	  
p<0.001),	   la	  PA	  media	   (r=-­‐0.53,	  p=0.004),	   la	   	  PWV	  (r=-­‐0.48,	  p=0.01),	  ma	  non	  con	   la	  severità	  dell’OSA	  o	   le	  
variabili	  endoteliali.	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4.4	  Marker	  bioumorali	  di	  stress	  ossidativo	  ed	  endoteliale	  
Come	  mostrato	  nella	  Tabella	  6,	  l’espressione	  di	  eNOS	  era	  significativamente	  ridotta	  nello	  stesso	  modo	  nei	  
pazienti	   con	   OSA	   senza	   e	   con	   fattori	   di	   rischio	   cardiovascolare.	   Tra	   i	   pazienti	   con	   OSA,	   l’analisi	   della	  
regressione	   lineare	   mostrava	   una	   significativa	   correlazione	   diretta	   tra	   l’espressione	   di	   eNOS	   e	   la	   FMD	  
(r=0.58,	  p=0.03).	  
I	  livelli	  di	  E-­‐selectina	  plasmatica	  erano	  significativamente	  più	  alti	  nei	  pazienti	  con	  	  OSA	  con	  e	  senza	  fattori	  di	  
rischio	   cardiovascolare	   rispetto	   ai	   controlli	   (63.8±16.2,	   49.8±11.5,	   e	   38.9±17.9	   ng/ml	   rispettivamente;	  
p<0.05.	  Figura	  7).	  
Per	  quanto	  riguarda	  l’espressione	  dei	  livelli	  di	  molecole	  di	  adesione	  leucocitaria	  (CD11A,	  CD11B,	  CD11C,	  L-­‐
selectina),	   ottenuta	  mediante	   analisi	   real-­‐time	   RT-­‐PCR,	   non	   sono	   state	   apprezzate	   differenze	   sia	   relative	  
(Tabella	   6)	   che	   assolute	   (dati	   non	  mostrati).	   Una	   riduzione	   di	   circa	   1.8	   volte	   dell’espressione	   di	   	   CD34	   è	  
stata	  osservata	  solo	  nei	  pazienti	  con	  	  OSA	  con	  fattori	  di	  rischio	  cardiovascolare	  (Tabella	  4).	  	  
I	   livelli	  plasmatici	  di	   idroperossido	  non	  erano	  differenti	  nei	  pazienti	  con	  OSA	  con	  o	  senza	  fattori	  di	  rischio	  
cardiovascolare	   se	   paragonati	   ai	   controlli	   (271±95,	   349±169,	   and	   289±124	   ng/ml	   rispettivamente;	   p=ns),	  
così	   come	   quelli	   di	   malondialdeide	   (2.7±0.7,	   2.7±0.8,	   and	   2.1±0.6	   μmol/ml;	   rispettivamente;	   p=ns).	  
L’espressione	  dei	  livelli	  di	  GPX1	  e	  catalasi,	  quantificata	  come	  relativa	  ed	  assoluta	  utilizzando	  la	  real-­‐time	  RT-­‐
PCR,	  non	  ha	  mostrato	  significative	  variazioni	  tra	  i	  tre	  gruppi	  (Tabella	  6).	  
Pazienti	  con	  OSA	  con	  o	  senza	  fattori	  di	  rischio	  cardiovascolare	  mostravano	   lo	  stesso	  danno	  del	  DNA	  nelle	  
cellule	   ematiche	   nucleate	   se	   paragonate	   ai	   controlli	   (18.8±11.8,	   15.9±3.4,	   e15.0±5.3	   coda	   DNA	   (%)	  
rispettivamente,	  p=ns).	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CAPITOLO	  5:	  DISCUSSIONE	  
Lo	  scopo	  di	  questo	  studio	  è	  stato	  quello	  di	  individuare	  l’effetto	  specifico	  dell’	  OSA	  sulla	  funzione	  vascolare	  
indipendentemente	   dai	   fattori	   di	   rischio	   cardiovascolare	   frequentemente	   associati	   a	   questa	   patologia.	   Il	  
risultato	  principale	  è	   che	   le	  alterazioni	   vascolari	  precoci,	   in	  particolare	  disfunzione	  endoteliale	  e	   capacità	  
vasodilatatoria	   renale,	   erano	   presenti	   in	   un	   gruppo	   di	   pazienti	   con	   OSA	   attentamente	   selezionati	   per	  
l’assenza	  di	  fattori	  di	  rischio,	  incluse	  l’obesità	  ed	  l’ipertensione.	  La	  FMD	  dell’arteria	  brachiale,	  un	  approccio	  
non	   invasivo	   come	   test	   di	   funzione	   endoteliale,	   era	   ridotto	   in	   pazienti	   con	   	   OSA	   senza	   fattori	   di	   rischio	  
cardiovascolare,	   in	   accordo	   con	   le	   precedenti	   osservazioni	   [30].	   È	   interessante	  notare	   che	   la	   presenza	  di	  
fattori	  di	  rischio	  cardiovascolare	  non	  sembra	  ridurre	  ulteriormente	  la	  FMD.	  La	  disfunzione	  endoteliale	  è	  un	  
predittore	   degli	   eventi	   coronarici	   sia	   in	   popolazioni	   ad	   alto	   rischio	   che	   a	   basso	   rischio	   [46].	   Anche	   se	   al	  
momento	   non	   esistono	   studi	   sul	   significato	   prognostico	   della	   FMD	   nei	   pazienti	   con	   OSA,	   in	   questa	  
popolazione	  la	  FMD	  è	  risultata	  correlata	  col	  danno	  d’organo	  cardiaco,	  valutato	  come	  anormale	  perfusione	  
miocardica	  [31].	  Così,	  pur	  in	  assenza	  di	  dati	  prognostici,	  è	  concepibile	  che	  la	  disfunzione	  endoteliale,	  legata	  
all’OSA	  per	  sé,	  sia	  un	  passaggio	  intermedio	  reversibile	  verso	  una	  malattia	  cardiovascolare.	  
Gli	   indici	   di	   severità	   dell’OSA	   non	   sono	   correlati	   alla	   FMD,	   in	   contrasto	   con	   altri	   studi,	   i	   quali	   però	  
arruolavano	  pazienti	   con	   lieve	  OSA	   [47]	  o	   includevano	  nell'analisi	   di	   correlazione	  anche	   soggetti	   con	  AHI	  
[28]	   normale.	   Un’altra	   novità	   di	   questo	   studio	   è	   la	   dimostrazione	   di	   un	   sottile	   e	   precoce	   danno	   renale	  
vascolare	   nei	   pazienti	   con	  OSA	   indipendentemente	   dalla	   presenza	   di	   fattori	   di	   rischio	   cardiovascolari	   ed	  
insufficienza	  renale.	  Abbiamo	  in	  precedenza	  dimostrato	  che,	  negli	   ipertesi	  essenziali	  di	  recente	  diagnosi	  e	  
nei	  pazienti	  con	  diabete	  di	  tipo	  2,	  una	  ridotta	  vasodilatazione	  renale	  indotta	  dal	  nitrato	  precede	  lo	  sviluppo	  
di	  microalbuminuria	  ed	  il	  declino	  della	  funzione	  renale	  [43].	  Questo	  nuovo	  indice	  potrebbe	  essere	  correlato	  
ad	  alterazioni	  macrovascolari	  e	  	  microvascolari	  [43],	  rappresentando	  un	  interessante	  marcatore	  degli	  effetti	  
sui	   fattori	   di	   rischio	   cardiovascolare	   e	   vascolare	   renale.	   Inoltre,	   nei	   pazienti	   con	   OSA	   l’alterazione	   della	  
vasodilatazione	  renale	  si	  è	  verificata	  anche	  in	  presenza	  di	  IR	  basale	  normale,	  	  per	  cui	  sembra	  precedere	  la	  
nefroangiosclerosi.	  Questo	  studio	  è	  il	  primo	  che	  valuta	  complessivamente	  la	  rigidità	  arteriosa	  in	  più	  distretti	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arteriosi	  ed	  in	  una	  popolazione	  normopeso	  e	  normotesa	  affetta	  da	  OSA.	  I	  nostri	  dati	  suggeriscono	  che	  l’OSA	  
per	  se	  non	  è	  associata	  alla	  rigidità	  delle	  grandi	  arterie	  elastiche	  o	  muscolo-­‐elastiche.	  	  
	  
In	  questo	  studio	  i	  livelli	  plasmatici	  di	  E-­‐selectina,	  la	  frazione	  solubile	  di	  una	  molecola	  di	  adesione	  endotelio-­‐
specifica	   presente	   durante	   l’attivazione	   endoteliale,	   sono	   risultati	   aumentati	   [48].	   In	   altre	   patologie	  
caratterizzate	  da	  disfunzione	  endoteliale,	  come	  l’ipertensione	  essenziale,	  E-­‐selectina	  non	  è	  associata	  con	  la	  
vasodilatazione	   endotelio	   dipendente,	   suggerendo	   differenti	   pattern	   di	   alterazione	   vascolare	  
nell’ipertensione	  arteriosa	  rispetto	  alla	  OSA	  [49].	  La	  nostra	  analisi	  di	  espressione	  a	  livello	  trascrizionale	  non	  
ha	   evidenziato	   nessuna	   differenza	   nell’abbondanza	   delle	   molecole	   di	   adesione	   dei	   leucociti	   tra	   I	   gruppi	  
confrontati,	   in	   contrasto	   con	   altri	   studi	   [37],	   i	   quali	   utilizzando	   un	   approccio	   con	   la	   citometria	   di	   flusso,	  
hanno	   dimostrato	   un	   elevato	   numero	   di	   cellule	   che	   esprimevano	   CD11C	   sulla	   superficie	   cellulare	   dopo	  
l’attivazione	  leucocitaria	  [36].	  Questi	  risultati	  potrebbero	  suggerire	  che,	  nonostante	  una	  normale	  quantità	  
cellulare	   CD11c,	   potrebbe	   verificarsi	   nei	   pazienti	   con	   OSA	   una	   diversa	   localizzazione	   sub-­‐cellulare.	  
Analogamente,	  mentre	   la	   percentuale	   di	   cellule	   T	   con	   L-­‐selectina[50]	   ed	   i	   livelli	   plasmatici	   di	   L-­‐selectina	  
sono	  stati	  trovati	  aumentati	  [36]	  o	  non	  modificati	  [38]	  in	  pazienti	  con	  OSA,	  abbiamo	  trovato	  una	  normale	  
attività	  trascrizionale	  del	  gene	  L-­‐selectina,	  suggerendo	  possibili	  modificazioni	  post-­‐trascrizionali	  o	  differente	  
localizzazione	  sub-­‐cellulare.	  
Date	  le	  possibili	  implicazioni	  prognostiche	  della	  funzione	  endoteliale	  nei	  pazienti	  con	  OSA,	  molti	  sforzi	  sono	  
stati	  compiuti	  nell'individuare	  i	  meccanismi	  causali.	  I	  nostri	  risultati	  non	  mostrano	  un	  aumento	  dello	  stress	  
ossidativo	  sistemico	  o	  il	  danno	  al	  DNA	  nei	  pazienti	  con	  OSA.	  Questo	  punto	  è	  molto	  dibattuto	  in	  letteratura	  
[33,	   51-­‐53].	   In	   accordo	   con	   i	   precedenti	   studi	   [51,	   52]	   un	   potenziamento	   compensativo	   delle	   difese	  
antiossidanti	  non	  è	  supportato	  dai	  nostri	  dati.	  Nel	  nostro	  studio,	  i	  risultati	  nei	  pazienti	  con	  OSA	  e	  fattori	  di	  
rischio	   cardiovascolare	   potrebbero	   essere	   influenzati	   dal	   concomitante	   trattamento	   antiipertensivo	   ed	  
ipolipemizzante,	   entrambi	   dotati	   di	   proprietà	   antiossidanti	   [54].	   Tuttavia,	   l’OSA	   potrebbe	   causare	   un	  
aumento	   intracellulare	   dello	   stress	   ossidativo	   endoteliale,	   non	   rivelabile	   con	   le	   tecniche	   usate	   in	   questo	  
studio	  [30].	  Lo	  stress	  ossidativo	  intracellulare	  aumentato	  [29,	  30],	  così	  come	  l’ipossia	  [55,	  56],	  potrebbero	  
essere	  responsabili	  della	   riduzione	  dell’espressione	  dell’	  eNOS.	   Infatti,	   in	  accordo	  con	  gli	   studi	  precedenti	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[29,	  30],	  abbiamo	  dimostrato	  che	  la	  riduzione	  della	  trascrizione	  dell’eNOS	  nelle	  cellule	  nucleate	  ematiche,	  
un	  pool	   che	   comprende	  anche	   i	   progenitori	   endoteliali,	   è	  una	   caratteristica	  peculiare	  di	  OSA,	  e	  questa	  è	  
inversamente	   correlata	   con	   la	   vasodilatazione	   endotelio-­‐dipendente.	   I	   risultati	   del	   nostro	   studio	  
confermano	  anche	  che	  la	  ridotta	  capacità	  di	  riparazione	  endoteliale	  si	  verifica	  solo	  nei	  pazienti	  con	  OSA	  con	  
fattori	  di	  rischio	  cardiovascolari,	  essendo	  piuttosto	  una	  conseguenza	  del	  processo	  aterosclerotico	  [31,	  39].	  
L’attenta	  selezione	  dei	  pazienti,	  rappresentando	  un	  particolare	  fenotipo	  dell’	  OSAS	  moderata-­‐severa	   	  non	  
associate	  con	   fattori	  di	   rischio	   	  o	  malattia	  cardiaca	  o	  renale	  note,	  e	   la	  valutazione	  multiparametrica	  della	  
funzione	  vascolare,	  nonché	  l'inclusione	  sia	  di	  un	  gruppo	  di	  controllo	  negativo	  che	  positivo,	  rappresentano	  la	  	  
forza	  dello	  studio.	  La	  dimensione	  relativa	  piccola	  del	  campione,	  a	  causa	  dei	  criteri	  di	  esclusione	  rigorosi,	  la	  
presenza	   di	   indici	   di	   gravità	   dell’	   OSA	   più	   elevati	   (anche	   se	   non	   significativo)	   nel	   gruppo	   di	   controllo	  
positivo,	   nonché	   il	   concomitante	   trattamento	   antiipertensivo	   e	   ipolipemizzante	   in	   pazienti	   con	   fattori	   di	  
rischio	  cardiovascolare	  rappresentano	  le	  	  limitazioni	  dello	  studio.	  	  
	  
CAPITOLO	  6:	  CONCLUSIONI	  
I	   pazienti	   con	   OSA,	   anche	   in	   assenza	   di	   fattori	   di	   rischio	   cardiovascolari,	   mostrano	   una	   disfunzione	   e	  	  
un’attivazione	  endoteliale	  e	  un’alterata	  capacità	  vasodilatatoria	  renale.	  Ciò	  è	  accompagnato	  dalla	  riduzione	  
dei	   livelli	   plasmatici	   di	   eNOS,	   suggerendo	   che	   questo	   enzima	   potrebbe	   essere	   uno	   dei	   primi	   bersagli	  
vascolari	   degli	   episodi	   ripetitivi	   di	   ipossia.	   Queste	   alterazioni	   potrebbero	   essere,	   almeno	   in	   parte,	  
responsabili	   della	   maggiore	   incidenza	   di	   eventi	   cardiovascolari	   e	   del	   declino	   della	   funzione	   renale	   nei	  
pazienti	  con	  OSA.	  Fenomeni	  aterosclerotici	  ed	  arteriosclerotici	  sembrano	  essere	  piuttosto	   legati	  piuttosto	  	  
alla	  comorbidità	  con	  i	  classici	  fattori	  di	  rischio.	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LEGENDA	  DELLE	  FIGURE	  
Figura	  8.	  Dot-­‐plots	  rappresentanti	  la	  vasodilatazione	  endotelio-­‐dipendente	  	  (a)	  e	  indipendente	  (b)	  e	  i	  livelli	  
plasmatici	  di	  E-­‐selectina	  (c)	  nei	  tre	  gruppi	  di	  studio:	  soggetti	  sani	  (C),	  pazienti	   	  con	  OSA	  	  e	  senza	  fattori	  di	  
rischio	  cardiovascolari	  (OSA)	  e	  pazienti	  con	  OSA	  e	  fattori	  di	  rischio	  cardiovascolari	  (OSA-­‐CV)	  .	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Figura	   9.	   Dot-­‐plots	   rappresentanti	   l’indice	   delle	   resistenze	   renali	   a	   riposo	   (a)	   e	   la	   capacità	   renale	  
vasodilatatoria	   (b)	   	  nei	   tre	  gruppi	  di	   studio:	   soggetti	   sani	   (C),	  pazienti	   	   con	  OSA	   	  e	   senza	   fattori	  di	   rischio	  
cardiovascolari	  (OSA)	  e	  pazienti	  con	  OSA	  e	  fattori	  di	  rischio	  cardiovascolari(OSA-­‐CV).	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LEGENDA	  DELLE	  TABELLE	  
Tabella	  1.	  Segni	  e	  sintomi	  caratteristici	  dell’OSAS	  
	  
Caratteristiche	  dell’OSAS	  
Eccessiva	  sonnolenza	  diurna	  
Alterata	  concentrazione	  
Irritabilità/cambiamenti	  di	  personalità	  
Russamento	  
Sonno	  non	  ristoratore	  
Nicturia	  
Riduzione	  della	  libido	  
Apnee	  testimoniate	  
Episodi	  di	  soffocamento	  durante	  il	  sonno	  
	  
	  
	  
Tabella	  2.	  Gradi	  di	  severità	  dell’OSAS	  in	  relazione	  all’indice	  apnee/ipopnea	  (AHI/ora)	  
	  
Gradi	  di	  severità	  
Media:	  AHI	  5-­‐14/ora	  
Moderata:	  AHI	  15-­‐30/ora	  
Severa:	  AHI	  >	  30/ora	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Tabella	  3.	  PCR	  real	  time	  primers	  e	  condizioni	  di	  amplificazione	  
	  
Nome	  del	  
gene	  
Gi	  numero	   Forward	  primer	   Reverse	  primer	  
Annealing	  
temperature	  
CD11A	   167466214	   CCCAAGATCCACCAAGTCA	   CCCAACCACAGCCTCCAG	   60°C	  
CD11B	   224831238	   AGCACACGGGATCGGCTAA	   GTGTGCTGTTCTTTGTCTCATT	   58°C	  
CD11C	   34452172	   ACAATCTCGGCATCTCCTTC	   GGCGCTGTCACATGTCAGG	   62°C	  
L-­‐selectina	   262206314	   AGAATGTGTAGAAATCATCAATAA	   TTCCCAAAGGGTGAGTACAG	   60°C	  
GPX1	   41406083	   GGTACTACTTATCGAGAATGTG	   CCACCACCAGGCCGGAC	   58°C	  
Catalasi	   260436906	   GCCTTCGACCCAAGCAACA	   GGCGGTGAGTGTCAGGATA	   59°C	  
eNOS	   231571207	   GAGACGCTGGTGCTGGTGGTAA	   TCCGCCGCCAAGAGGACACC	   62°C	  
CD34	   68342037	   TCCAGAGACAACCTTGAAGC	   CTTCTTAAACTCCGCACAGC	   52°C	  
Beta-­‐actina	   168480144	   GCACTCTTCCAGCCTTCCTTCC	   GAGCCGCCGATCCACACG	   55°C	  
	  
CD11A:	   integrina	  α-­‐L;	  CD11B:	   integrina	  α-­‐M;	  CD11C:	   integrina	  α-­‐X;	  GPX1:	  glutatione	  perossidasi-­‐1;	  eNOS:	  
ossido	  nitrico	  endotelio	  sintetasi;	  CD34:	  progenitori	  entoteliali.	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Tabella	  4.	  Caratteristiche	  cliniche	  della	  popolazione	  di	  studio	  
	  
Parametri	   Soggetti	  sani	  
Pazienti	  con	  OSA	  senza	  
fattori	  di	  rischio	  
cardiovascolari	  
Pazienti	  con	  OSA	  con	  
fattori	  di	  rischio	  
cardiovascolari	  
Età	  (anni)	   51.0±7.9	   53.1±11.7	   54.2±12.6	  
Maschi	  (n)	   15	   18	   17	  
Fumatori	  (n)	   0	   0	   4	  
Indice	  di	  massa	  corporea	  (Kg/m2)	   26.2	  ±3.6	   26.4±3.0	   33.2±4.7*†	  
Pressione	  sistolica	  PAS	  (mmHg)	   129.5±9.4	   131.3±8.5	   136.7±17.3	  
Pressione	  diastolica	  PAD	  (mmHg)	   79.1±7.6	   77.9±6.5	   79.7±7.5	  
Pressione	  di	  pulsazione	  PP	  (mmHg)	   52.9±15.2	   53.5±7.3	   56.9±13.8	  
Glicemia	  (mg/dl)	   89.9±11.3	   85.5±10.1	   105.5±15.2*†	  
creatininemia	  (mg/dl)	   0.95±0.66	   0.94±0.51	   0.89±0.55	  
eGFR	  (ml/min/1.73	  m2)	   84.1±11.3	   86.7±5.7	   91.9±6.3	  
UACR	  (mg/g)	   0.6	  (0-­‐4.0)	   1.6	  (0-­‐7.4)	   2.7	  (0-­‐9.2)	  
Colesterolemia	  Tot	  (mg/dl)	   206±36	   209±20	   219±19	  
AHI	  (eventi/h)	   3.5	  ±1.4	   35.2±10.6*	   41.8±20.4*	  
SO2	  	  minima	  (%)	   93.0±3.5	   83.1±3.5*	   79.5±6.7*	  
SO2<90%	  (%)	   0.2±0.2	   9.5±10.7*	   15.5±11.9*	  
	  
PA:	   pressione	   arteriosa;	   PP:	   pressione	   di	   pulsazione;	   eGFR:	   filtrato	   glomerulare	   stimato;	  UACR:	   rapporto	  
urinario	  albumina/creatinina;	  AHI:	  indice	  apnea/ipopnea;	  SO2:	  saturazione	  di	  O2;	  SO2<90%:	  tempo	  trascorso	  
con	  	  saturazione	  di	  O2	  	  sotto	  il	  90%,	  *:	  p<0.05	  vs	  controlli;	  †:	  p<0.05	  vs	  pazienti	  con	  OSA	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Tabella	  5.	  Parametri	  della	  funzione	  vascolare	  nella	  popolazione	  di	  studio	  
	  
Parametri	   Soggetti	  sani	  
Pazienti	  con	  OSA	  
senza	  fattori	  di	  rischio	  
cardiovascolari	  
Pazienti	  con	  OSA	  con	  
fattori	  di	  rischio	  
cardiovascolari	  
Diametro	  dell’arteria	  brachiale	  (mm)	   4.1±1.0	   4.7±0.7*	   4.9±1.1*	  
Dilatazione	  flusso	  mediata	  (%)	   6.1±3.0	   3.7±2.1*	   3.7±2.6*	  
Iperemia	  reattiva	  (%)	   558±352	   404±256	   224±144*†	  
Risposta	  arteriosa	  brachiale	  alla	  NTG	  
(%)	  
6.1±3.8	   7.7±3.6	   6.0±3.2	  
PA	  media	  (mmHg)	   98.4±10.8	   96.5±7.3	   101.3±12.3	  
PA	  aortica	  sistolica	  (mmHg)	   121.1±13.9	   120.1±9.1	   128.6±18.3	  
PP	  aortica	  (mmHg)	   40.8±8.8	   41.6±8.3	   49.3±14.3	  
Augmentation	  Index	   19.0±14.3	   17.8±9.8	   21.6±11.7	  
PWV	  carotido-­‐femorale	  (m/s)	   7.6±1.4	   7.9±1.8	   9.1±1.8*†	  
PWV	  carotido-­‐radiale	  (m/s)	   8.6±1.3	   8.7±1.4	   8.8±2.6	  
Ispessimento	  intimale	  carotideo	  (mm)	   0.64±0.20	   0.71±0.14	   0.75±0.16*	  
Diametro	  medio	  della	  carotide	  (mm)	   7.19±0.89	   7.23±0.55	   7.58±0.95	  
Distensibilità	  (mm)	   0.58±0.17	   0.51±0.17	   0.49±0.16	  
Coefficiente	  di	  distensibilità	  	   29.4±12.9	   30.1±14.1	   20.1±8.9*†	  
Rigidità	  carotidea	  (m/s)	   6.2±1.4	   6.1±1.1	   7.5±1.5*†	  
Indice	  di	  resistenza	  renale	   0.58±0.04	   0.59±0.04	   0.65±0.05*†	  
Capacità	  renale	  vasodilatante	  (%)	   10.4±6.1	   6.0±4.3*	   4.3±4.9*	  
	  
PA:	  pressione	  arteriosa;	  PP:	  pressione	  di	  pulsazione;	  NTG:	  nitroglicerina;	  PWV:	  velocità	  dell’onda	  sfigmica;	  *:	  p<0.05	  vs	  
controlli;	  †:	  p<0.05	  vs	  pazienti	  con	  OSA	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Tabella	   6.	   Espressione	   relativa	   a	   livello	   trascrizionale	   	   di	   molecole	   di	   adesione	   leucocitarie,	   enzimi	  
antiossidanti,	  ossido	  nitrico	  endotelio	  sintetasi	  e	  CD34	  
	  
Nome	  del	  gene	   Controlli	  sani	  
Pazienti	  con	  OSA	  
senza	  fattori	  di	  
rischio	  
cardiovascolari	  
Pazienti	  con	  OSA	  e	  	  fattori	  
di	  rischio	  cardiovascolari	  
CD11A	  (106	  copie/μg	  RNA)	   0,054	   0,057	   0,048	  
CD11B	  (106	  copie/μg	  RNA)	   2,331	   2.877	   2.266	  
CD11C	  (106	  copie/μg	  RNA)	   0.036	   0.048	   0.032	  
L-­‐selectina	  (106	  copie/μg	  RNA)	   0.041	   0.047	   0.046	  
GPX1	  (106	  copie/μg	  RNA)	   0.97	   0.91	   0.86	  
Catalasi	  (106	  copie/μg	  RNA)	   0.82	   0.78	   0.80	  
eNOS	  (106	  copie/μg	  RNA)	   0.0221	   0.0133*	   0.0142*	  
CD34	  (106	  copie/μg	  RNA)	   0.0202	   0.0265	   0.0114*	  
	  
CD11A:	   integrina	   α-­‐L;	   CD11B:	   integrina	   α-­‐M;	   CD11C:	   integrina	   α-­‐X;	   GPX1:	   glutatione	   perossidasi-­‐1;	   eNOS:	   ossido	  
nitrico	  endotelio	  sintetasi;	  CD34:	  progenitori	  endoteliali;	  *:	  p<0.05	  vs	  controlli;	  †:	  p<0.05	  vs	  pazienti	  con	  	  OSA	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